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La presente invention a pour objet une culture biologiquement pure d'une souche de bacterie lactique 
une composition contenant cette souche et une utilisation de cette souche. ' 

EP 199535 (Gorbach et Goldin) propose une souche bacterienne identifiee tout d'abord comme etant 
un Lactobacillus (L.) acidophilus, puis comme se rapprochant le plus de L.casei subs, ramnosus (cf M Silva 
5 et ai. dans Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 31, No 8, 1231-1233, 1987), qui presente une bonne 
adhesion aux cellules de la muqueuse de I'intestin gFele et qui se prete a des utilisations therapeutiques 
i^ni X Pt 'f 6 S ° UChe GG 8t d§P056e * l7VTCC < American Type Culture Collection) sous le No 
53103 peut etre utilisee en combinaison avec un support pharmaceutiquement acceptable, en particulier 
exempt Pr ° dWtS alimentaires ' notamment dans des produits laitiers acidifies du type yogourt, par 

D'autres souches du meme type ont ete utilisees de longue date dans des produits et dans un but 
analogues. II existe cependant un besoin de souches particulierement performantes de ce type qui soient 
cla.rement identifies, qui presentent des vertus indiscutables et qui viennent enrichir la palette des 
souches disponibles. 

5 La presente invention a pour but de satisfaire ce besoin. 

A cet effet, selon la presente invention, on propose une culture biologiquement pure d'une souche de 
bactene lactique selectionnee pour ses facuites d'implantation dans une flore intestinale, d'adhesion a des 
cellules mtestinales, d'exclusion competitive de bacteries pathogenes sur des cellules intestinales, d'immu- 
nomodulation et/ou de reduction d'activite enzymatique fecale. 

o Une telle souche est tout particulierement destinee a etre administree a I'homme ou a des animaux 

dans un but therapeutique ou prophylactique au niveau du systeme gastro-intestinal, notamment dans un 
but antidiarrheique. 

La souche peut etre administree sous forme de culture biologiquement pure, telle quelle apres 
congelation et/ou lyophilisation, par exemple. Une telle culture peut comprendre de 10* -10'° qermes 
> viables (cfu , de ""expression technique anglaise "colony forming units") par g pour la forme liquide ou 
congelee, et de 10 9 -10 1 ' cfu/g pour la forme lyophilisee, par exemple. 

La souche peut egalement etre administree sous forme d'une composition comprenant une telle culture 
et un support mgerable, en particulier un support pharmaceutiquement acceptable ou un produit alimentaire 
tel qu un lait acidif.e, notamment un yogourt ou une formule lactee en poudre, par exemple 

Dans un premier mode de realisation prefere de la presente invention, on propose une culture d'une 
souche de bacterie lactique selectionnee pour sa f acute de s'implanter dans le tube digestif de souris ou 
de rats a flore intestinale humaine. 

Dans un deuxieme mode de realisation prefere de la presente invention, on propose une culture d'une 
souche de bacterie lactique selectionnee pour sa faculte d'exclusion competitive, sur des cellules intestina- 
les, de bacteries pathogenes responsables de diarrhees. 

Parmi diverses souches de bacteries ainsi selectionnees a partir notamment de laits acidifies en 
part.cu .er de yogourts du commerce, ou a partir de cultures du commerce destinees a la preparation de 

S S J a H S ' R OU -H a Pa ?\ d !n eCeS d * enfantS ' Par 6Xemp,e ' quatre ont 616 deposes, a titre d'exemple, selon le 
traite de Budapest, le 30.06.92, a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut 
Pasteur 28 rue du Dr Roux, 75724 Paris Cedex 15, France, ou elles ont recu chacune le No CNCM 
respect.f md.que d-apres entre parentheses, a savoir une souche de Lactobacillus acidophilus (CNCM I- 
CNCmTLTT ^ Bi ^ d0bacterium breve (CNCM 1-1226), une souche de Bifidobacterium infantis 
(CNCM 1-1227) et une souche de Bifidobacterium longum (CNCM 1-1228) 

apres 68 dStai ' S C ° nCemant ' 3 mor P hol °g ie ^ les proprietes generales'de ces souches sent donnes ci- 

L.acidophilus CNCM 1-1225 

Morpho logie: 

- Microorganisme Gram-positif, non motile, ne formant pas de spores. 

- Batonnets isoles assez courts et trapus 

Metabolisme: 

- Microorganisme microaerophile, avec metabolisme homofermentaire donnant lieu a la production 
d'ac.de lactique L( + ) et D(-). 

- Autres caracteristiques : Catalase (-), production de C0 2 (-), hydrolyse de I'arginine (-). 
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Fermentation des sucres: 

( + ), trehalose ( + ). 

B : breveCNCN^^ 

Morphologie : 

"T^organismes Gram-positifs, non moti.es, ne ^^^^ en ^. 
- Courts batonnets aux extremes arrond,es avec branchements 

Metabolisme : 

' T^o^anis.es avec ^.abo.is™ **— . donnan. »eu p,incipa,e m e„, » , 

. zszssxssztt**** - <*» <->< h ' droivse de rar9inine * 

o Fermentation des sucres 

25 selectionnee sont donnes ci-apres. 
I mplantation dans une flore intestinale 
Souris gnotoxeniques 

- ~~^^s7e so Uri s a^ues (S ouns s = ^JE^^S^.^ 

fonctionnel, qualitatif et quantitatif. nnmh reuses souches sont testees pour leur aptitude a 

- c „,„r rr-^^r^rr^ * - - ,ac * d ' imp,an,a,ion aans 

Cette colonisation ou implantat.on permet a I a souche a en e P conS ideree comme 

de 10'cfu/g. Cette teneur des feces en , g^rme v* M * vM*. 

45 n nTrr e - qu : i^—. - — P a S 

perturbe. 

Rats gnotoxeniques 
5Q "piques sont assoc.s ~^c,es) avec^ 

Fl 1, collection particuliere du Centre de «f ^^^^ ™ plus , 0 in, a simuler la production 
flore intestinale humaine d'un donneur bien porta* o^re <^ 
d'enzymes d'une flore fecale complete. Cette associa «on^ de envjron 10 s cfu/g . 
de eel rats et permet a cette bacterie de se retr * ™ par exemp ,e, dans cette flore 

raison de environ 10 s cfu/g. 
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Volontaires huma ins 

,s is T e ? szrr* de Lbu,9aricus - — - 

5 fermentation d'un lait de vache avec une culZ L I h f " e "J du V^ourt traditionnel, prepare par 
Ces volontaires ne consomm^ Z^^ ^T 18 S thermo P hil ^ commerce, 
trois semaines chacune, e >Kep6 oX^ ^^ r J^ ^ ^ con ^utives de 

semaines. y0gourt qu ,ls consomment durant la deuxieme periode de trois 

> 0 zi—::^ r ou v s ' e font de man * re » — -° 

consummation das yogourts, on retrouve envi o"' 0 s LTl ' *° 9 ^ ^ '* P ^ de 

Dans le cadre de ,a presente invention, on reaL n eLai set T ^ 9 ^ ^ V0 '° ntaires - 
avec du yogourt prepare par fermentation d'u la t lZ !1 , t ST* SC6nari ° Que ci - dessus - mai * 

plus de to' cfu/g pendant et 10« cfu/g apVeT V 9 °" "° UVe dM valeu,s d » '0 5 -10« cfu/ij avant, 
Re duction d'activite e nzvmatio, lfl fecale 

25 _ 

Rats gnotoxe niques 

-^e^^ —us, on determine .activit, 
» dans , a production de substances carcinoX, Un T *^^ e "™ ^ 

augmentation de risque du cancer du colon eventration elevee de ces enzymes est liee a une 

i^tzs: r ob ; otiques a Ba ~ « — * 

pour les rats gnotobiotiques a BacteroVdes dans * ff£H^S,?7 T '* nhror6d »«^ alors que, 
5 ete implantee, cette activite enzymatique sTZl f 'tuZl f ^ ° NCM M225 ' par exem P |e . a 
ug/h/mg de proteine pour la nitroreductase 9 9 de Pr ° teine pour '^reductase et a 35 

Volontaires humain s 

on determine .activite 

penede de consommation d u yogourt P^X^Tso^ CNCm ? 2 f """" i0l " S ^ P '^ denl la 
cette penode et dans les premiers jours qui sui»ent 5 ' par exempl9 ' ,oul au '°"9 de 

qu elle remonte progressivement ensuite. ' r ° n Une semaine a P r es cette periode et 

Immunomodulation 
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L a T£r^l ^ZZ^^ —cv.es dans * Sana peripherics des - 
debut e< a la fin de chacune de ces periodes. presence de bacteries 

Cette determination consiste a extra,™ las eucocytes t"™^olX quTon, phagocyte des bacteries 
„ U 0,escen,es. On mesure !a latere .luoresceme em,se par ,e ^^J^ ° „ om d9 Facscan) . 

r^rp^^^ 
^etron^^ 

i leucocytes est significative est infeneure a 0,1 % . 

Vo lontaires humains (reponse a un vaccin) 

, 6 yolon.alres humains bien po rt an,s ^^-^Z^T^ZTiJ^ 
„ deux semaines (semaines 1 e« 2) ^Z ZTL 'sZ^^^^^v^^^^^ 
semaines suivanles (sema,nes 3, 4 et 5) d,ete assorne de a s . tne rmophilus et de 
jour, ces yogourts ayant ete prepares par lermentalon d un l a „ avec una cu tu Lacidophilus 

tion consistent en une diete normale dont est exclu tout , '™ d "'< « e , mais0 „ Bema SA est adm inist,e 

a .^rrri gZr^rr^ zmu- - - «. . - . * - 

10 Sem Des e poises de sang son, eftectuees sur tous ies yoiontaires 3 jours avan, ,e debut de ,a semaine 3. ainsi 

* ;^~ ni,aire aux lipopolysac " 

charides antigenes (LPS, de «*» 13 

165 ^Z^-s^es piagos de tacteurs ^^^XZ^^l 
observe des repartitions respectives dans C"^* ^ ^ ° ^ acteurs d'aVentaion son, 

- ^me;?^,^^ - 

Adhesion a des cellules intestinales 

(M. Pinto ei ai., oiui. ^ c — culture monocouche in vitro. 

MTX (Lesuffleur et al., Cancer Res. 50. 6334-6343) en culture ™° (Co rning) pour I'entretien 

50 d. ^^.-ri'rr - - * 

boites a six pui,s (Corning, ^™ fau , changer qu o,idiennemen, ie milieu a partir du 

deu^ * milieu de cuiture a partir de poudre de rniiieu 

55 ^^^^5^^SL sur miiieu MRS a parti, Tun stoc, congele. Les 
bacteries son, utilisees a partir du deuxiemo repwage m £, allgeant 50% d'un milieu DMEM sans 
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^o^^^^ 5 M Chauviere G. at a.., FEMS Microbiol.Lett.91, 213-218 1992) 

et ^z:^:c::z^v:^z:z zrr ,es ~ sur ,es " L ~ 

puits, de facon a permettre une bonne ehmination Z P a9 ' tati ° nS drCUlaires des bolles * 

. ensuite fixes dans des bains n^T%ZT^7l£ etT ~* ™ 

colores a la coloration de Gram ou de Giem<« in „ ^ Ju 5% et 15 min a 100% - et 

microscopiquedesbacteriesadh^rentes ^ d adhesion es * determine par comptage 

~ 7 ^^ es , a ^ da ns , 

>o determine par ces essais d'adh^s^n s^Ma tignee de ceZs CacoT" ' Ce " U ' eS " qU * 

I"-'* cTJ^ -n.es Caco-2 a raison de environ 

une adhesion de + + + + + P + pou ° r ^ ^ CN CM . 226 f ! -su.tat avec + + + + + , on obtient 
+ + + + pour B.longum CNCM 1-1228. P ° Ur B " infantis °NCM 1-1227 et 

'5 Des essais d'adhesion aux cellules HTPQ.mty h q i= c, k , 

donnent meme des resultats encode p"s 8p ^l4 L '«'*>P™"S CNCM M225, par exemple, 

certlrdtnte^rdue 6 Z^IS ^l*^ 0 " * ~ ^ « tout au moins de 
lait, par exemple). En effe sNe proclssu 6^2 inn ^ ^ ^ de Culture < MRS °" 

*> avec les souches L.acidophilus CN^LVT^ CNCM 1226^ ^ ^ ^ 

mili Entr^t <? - ° bSerVe ™ '-PO^™TrS£S BUm CNCM M228 ^ 

culture ^^nr^^~^TTZ S ^r 2 T ^ * ^ «° 

diminution de Padhesion. Ceci semble louver aL lJt V* ?. V" ^ g 9 alement importante 
25 milieu de culture est une proline Q ^ d adhesion s ^rete par ces souches dans leur 

Exclusion competitive de bacteries pathogenes 

30 bactS L^:,? e ^ P^es par diverse* souches de 

responsables de diarrhees, sur des cellules intestinaTes Path ° geneS ' notam ™t de bacteries pathogenes 

<*o™^ saprophytes du tube digest, chez 

E.coli enterotoxinogenes (ETEC) des Ecoh e Ji - T n ^ * deV8nir P 3 * 0 ^^ a savoir des 

« <^Q>.«<"-'^ " ^ EC0,i -^opathog^nes 
Les souches utilisees pour cette etude sonf 

" ^^^^."J^ratTrSm 0 ^ .r^" dU Lab — d * 

63003 Clermont-Ferrand FTanceT * Clermont - F errand 1, 

o - pour DAEC, la souche C1845 (Collection of r> <; m na r, ^ 

Medp 3 3,1, Hea„ h bS 9 °'u1^ S^fS,? 

' Maryland 21201, USA) Maryland, School ol Medrane, 10 South Pine Street, Baltimore, 

• pour Salmonella typhi-murium, la souche SL 1344 rrir n <!f„..L. o. . ^ 

Medicine, Department o( Microbiolooy and 1m J , 6 1 Slan,ord UniTOrsi 'y. School ol 

Stanford, California 94305-54C12 USA) """""""Xl* Sherman Sairchild Science Building, D 333 
^ determiner radhesion des bacteries sur les cellules Caco-2, on precede de ,a maniere decrlto c 

un ^t^i^t^:^^ p r nc ; de ,% de d -™ — 

d'adherer aux cellules Caco-2 pa des bac «S« la£ 3, " a °" rieS pa,ho 9 S " M empechees 
— contenan, ,„■ c^de 
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soi, ,» «**,! de ia soucne de bacerie ,ac,io.ue ,es,ee. » cbadu. pui« con.enan, une iame portan, ,a 

comptage a scintillation liquide. ainsi testees quant a leurs facultes ou pouvoir 

Parmi different 3^^^^^^^ SSnnees et deposees a titre d'exemple 
d'exclusion competitive de bactenes P^°9J£«- des {aC ultes remarquables presentees dans 

par ,es souches test6es aux " pens des 







i-vis de: 


Souche (No CNCM) 


Concentration (cfu/ml) 


I aux a e 
ETEC 


XClUaiuii wii^ 

DAEC 


EPEC 


Salmonella 


1-1225 


10 9 
10 8 


78 
50 


79 
53 


83 
53 


86 
42 


1-1226 


10 9 
10 8 


80 
55 


68 
53 


83 
55 


88 
41 


1-1228 


10 9 
10 8 


47 
11 


47 






1-1227 


10 9 
10 s 


58 

I 18 


46 







Revendications 

enzymatique fecale. 

40 rhees. 

4. Cui,u,e se,on ,a .vendition , ^^^^ "g^gS, Z 

x^^s^r^^ com ,, 22 s. 

" . compose comp-enan, une cu,,u re selon rune des indications , a 4 e. un support inoarabie. 

5. Condon seion ,a „vendica,ion . dans ,a q ue»e iedi, support es, un support pnartnaceu,,d.uen,en t 

acceptable. 

M 7 condition seion ,a re.ondica.ion 5 dans iadueiie iedi, support es, un produi, a,imen,aire. 

S Condition seion ,a ,e.endica,ion 7 dans iapueiie iedi, p.odui, ailment es, un ,ai, acidi.e. 
notamment un yogourt ou une tormule lactee en poudro. 

intestinal, notamment dans un but antidiarrheique. 
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